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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur immunzytologischen Bestinmiung apoptotischer Endothelzellen 
und/oder endothelialer Vorlauferzellen in Proben wie Z.B. aus peripherem Blut, mittels z.B. Durchflusszytometrie oder mittels eines 
Festphase-Inununtests, als diagnostisches Instrument bei Patienten, bei denen eine kardiovaskulSre Erkrankung entweder manifest ist 
Oder die ein Risiko fUr deren Entwicklung tragen, und als ein Instrument, mit dem die Pravention und das therapeutische Management 
einer derartigen Erkrankung veibessert wird. 
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Endotheliale Ze llen als Diagnoseinstrmnent bei kardiovaskularen Erkrankmi^en 

Beschreibimg 

Die Erfindxing betriffl ein Verfahren zur immuixzytologischen Bestimmung apoptotischer En- 
dothelzellen und/oder endothelialer Vorlauferzellen in Proben wie z.B. aus peripherem Blut, 
mittels Z.B. DurchfluBzytometrie oder mittels eines Festphase-Immuntests, als diagnostisches 
Instrument bei Patienten, bei denen eine kardiovaskulare Erkrankung entweder manifest ist 
Oder die ein Risiko fiir deren Entwicklimg tragen, imd als ein Instrument, mit dem die Pra- 
vention und das therapeutische Management einer derartigen Erkrankung verbessert wird. 

Die Diagnose einer kardiovaskularen Erkrankung wird haufig durch die symptomatische Ma- 
nifestation atherosklerotischer Lasionen, sogenannter Plaques, veranlaBt, die durch einen 
akuten arteriellen VerschluB zum Ausdruck kommt. Derartige Ereignisse, einschliefilich 
Myokardinfarkt xmd Schlaganfall, treten auf, wenn ein vorher bestehender atherosklerotische 
Plaque destabilisiert und abgetragen wird oder sogar abreiBt Zum Zeitpunkt der Manifestati- 
on dieser Erkrankung sind zumeist fruhere, stabile Stadien einer Atherosklerose jahrelang 
vorausgegangen, die nicht unbedingt zu subjektiven Beschwerden oder klinisch auf^gen 
Symptomen gefuhrt haben mflssen. Etablierte Verfahren, Patienten mit beginnenden oder 
progredienten vaskulSren Abnoimitaten, die ein Risiko ftlr die Entwicklung instabiler Plaques 
tragen, zu identifizieren, schlieBen die Dokumentation von Veranderungen des Belastsxmgs- 
EKG und Ultraschalluntersuchungen der peripheren Arterien ein. Diese Untersuchungen al- 
lerdings weisen nur groBere Plaques nach, die zu einer signifikanten Stenose und Beeintrach- 
tigung des Blutflusses fuhren, imd im allgemeinen erst unter korperlicher Belastung zu klini- 
schen Symptomen filhren. 

Als Schliisselereignis bei der Auslosung von Atherosklerose wird allgemein eine Schadigung 
von Endothelzellen {Endothelial Cells, EC) betrachtet (Ross R, K Engl J. Med. 1999; 340: 
1 15-126). Die Emeuerungsrate von EC ist in jenen Bereichen der GefSBe erhSht, die fiir eine 
spatere Entwicklimg atherosklerotischer LSsionen besonders anfailig sind (Caplan B.A., 
Schwartz CJ. Atherosclerosis. 1973; 17: 401-417). Dies legt nahe, daB vor Entwicklung der 
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LSsionen zahlreich ECs absterben. Der programmierte Zelltod (Apoptose) kann daher als ei- 
nes der wichtigsten mSglichen pathobiologischen Ereignisse eingestuft werden, die dafiir ver- 
antwortlich sind. TatsSchlich induzieren pro-atherogene Stimuli, zu denen traditionelle kar- 
diovaskulare Risikofektoren wie oxidativer StreB, vemrsacht durch Rauchen oder Dysprotein- 
amie, gehSren, die Apoptose von EC in vitro. Die Scherkrafle, welche die laminare Stromung 
des Blutes verursacht, wirken dagegen deutlich protektiv auf das tfberleben von EC, indem 
die pro-apoptotische Aktivierung durch atherogene Stimuli voUstandig unterdriickt wird 
(Gimbrone M.A., Nagel T., Topper J.N. J. Clin. Invest. 1997; 99: 1809-1813; Dimmeler S., 
Haendeler J., Rippmann V., Nehls M., Zeiher A.M. FEES Lett. 1996; 399: 71-74). Dariiber 
hinaus sind jene Bereiche der GefaBe, die der laminaren besonders Stromung ausgesetzt sind, 
nicht nur durch eine sehr niednge Emeuerungsrate der EC charakterisiert (Davies P.F., Re- 
muzzi A, Gordon E.J., Dewey C.F. Jr., Gimbrone M.A. Jr. T Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
1986; 83: 2114-2117), diese entwickeln auch eher selten atiierosklerotische LSsionen (Caplan 
B.A., Schwartz C.J. Atherosclerosis. 1973; 17: 401-417). Solche Befunde stSrken das Kon- 
zept eines potentiellen Beitrags der EC-Apoptose zur Entwicklung von Atherosklerose. 

Neben histopathologischen Untersuchungen wurde in der Vergangenheit auch mittels immu- 
nolgischer Experimenten versucht, Spuren einer Endothelschadigung festzustellen. Schon 
fruh wurde von der signifikanten Zunahme einer EndothelSmie bei Patienten mit Myokardin- 
farkt und schwerer, uber mehrere Tage andauemder Angina berichtet (Hladovec J., Prerovsky 
I., Stanek V., Fabian J. Klin. Wochenschr. 1978; 56: 1033-1036). Mit der Entwicklung eines 
neuen Zytofluoreszenztests, bei dem an einen monoklonalen AntikOrper (S-Endo-1) gekop- 
pelte iimnunomagnetische Beads verwendet wurden, wobei der AntikOrper gegen kultivierte 
Endothelzellen der menschlichen Umbilikalvene (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, 
HUVEC) gerichtet (George F., Poncelet P., Laurant J.C., Massot O., Amoux D., Lequeux N., 
Ambrosi P., Chicheportiche C, Sampol J. J. Immunol. Methods. 1991; 139: 65-75), konnten 
sowohl bei Patienten mit Mittelmeer-Fieber CDrancourt M., George F., Brouqui P., Sampol J., 
Raoult D. J. Infect Dis. 1992; 166: 660-663) als auch bei Patienten mit einer Mektion durch 
das Cytomegalievirus (CMV) (Grefle A., van der Giessen M., van Son W., The TH. J. Infect 
Dis. 1993; 167: 270-277) flottierende EC in der Zirkulation nachgewiesen werden. Unter 
Verwendung eines adaptierten immunzytologischen Verfahrens, das auf einem AntikSrper 
beruht, der gegen ein im wesentlichen identisches natives Epitop (Klon PI H12) gerichtet ist, 
wurde die Konzentration an zirkulierenden EC in normalen gesvmden Erwachsenen mit 2,6 ± 
1,6/ml peripheres Blut bestimmt (Solovey A., Lin Y., Browne P., Choong S., Wayner E., 
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Hebbel R.P. N. Engl. J. Med,; 1997: 337: 1584-1590). Messvingen von Mikropartikeln, deren 
AbstoBen durch EC ein Parameter fUr deren Apoptose sein kSnnte, gefolgt von einer FSrbung 
von EC-Maikem, zeigten bei Patienten mit akutem Her23yndrom (Acute Cardiac Syndrome) 
vennehrte Mikropartikel endothelialen Ursprungs (Mallat Z., Hugel B., Ohan J., Leseche G., 
Freyssinet J.M., Tedgui A. Circulation. 1999; 99: 348-353). Auch wurde gezeigt, dafi bei Pa- 
tienten, die einen Myokardinfaifct erlitten batten, vermehrt Mikropartikel auftraten. Obwohl 
der Nachweis von Mikropartikeln, die auch nach einer pro-inflammatorischen Aktivierung 
des Endothels fieigesetzt werden konnen, eine Diskriminierung zwischen entziindlicher Akti- 
vierung und Apoptose der EC nicht erlaubt, wurde eine Abhangigkeit von der Aktivitat der 
Erkrankung demonstriert (Mallat Z., Benamer H., Hugel B., Benessiano J., Steg P.O., 
Freyssinet J.M., Tedgui A. Circulation. 2000; 101: 841-843). 

FrOhere AnsStze, Patienten mit einem Risiko zur Entwicklung instabiler atherosklerotischer 
LSsionen zu identifizieren, beruhten auf biophysikalischen Funktionsbestimmungen des Ge- 
fdBendothels durch Messungen am Unterarm oder Messungen des koronaren Blutflusses, wo- 
bei sich gezeigt hat, daB diese Ergebnisse mit dem spateren Auftreten kardiovaskulSrer Ereig- 
nisse tatsSchlich koirelieren. Diese Methodik erfordert jedoch eine arterielle Katheterisierung, 
was ihren Einsatz ftir die Beurteilung eines zukunftigen kardiovaskulSren Risikos bei einer 
asymptomatischen Population stark einschrankt. Als nicht-invasive Alternative wurde eine 
Prognose durch verschiedene biochemische Marker in Proben von peripherem Blut vorge- 
schlagen, da ein Anstieg der Plasma-Konzentrationen dieser Faktoren in der systemischen 
Zirkulation mit der Aktivierung und funktionelien Beeintrfichtigung des Endotheliums ein- 
hergeht Da allerdings pro-inflammatorische Prozesse den Hauptmechanismus darstellen, der 
einer endothelialen Aktivierung und der Progression einer kardiovaskulSren Stoning zugrunde 
Uegt, weisen die Pathogenese der Atheroskleiose ebenso wie die der systemischen Herzinsuf- 
fizienz Eigaisohaften auf, die sie mit entztindUchen Erscheinvmgen anderer Erkrankungen 
teilen. Dazu gehSren insbesondere die Zunahme pro-inflammatorischer Zytokine und anderer 
Plasmaproteine. Als Folge davon fehlt alien gegenwartig verfttgbaren, im Plasma nachweisba- 
ren Indikatoren einer vaskularen Aktivierung die diagnosische Spezifitat und sie sind deshalb 
auch nur von beschrSnktem klinischem Nutzen fiir die Stratifizierung eines kardiovaskulSren 
Risikos. 



JOngste Strategien sind deshalb darauf gerichtet, beschadigte EC, die von atherosklerotischen 
Plaques abgestoBen werden, als aussichtsreichen Marker einer vaskulSren Vuhierabilitat zu 
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messen. Mit Hilfe magnetischer Beads zur selektiven Isoliesnmg zirkulierender Endothelzellen 
wurde in Proben von peripherem Blut von Patienten, die unter koronaren Herzerkxankungen 
verschiedener Stadien litten, gezeigt, daB eine Zunahme der Anzahl dieser Zellen in der Zir- 
kulation. mit dem Vorhandensein akuter koronaier Symptome im Zusammenhang stand 
^ignat-George et al.). Aus methodischen GrOnden allerdings konnten diese Autoren nur eine 
sehr kleine Anzahl an Endothelzellen, die in der Zirkulation flottieren, nachweisen, und es 
gelang ihnen nicht, Anzeichen eines apoptotischen Zelltods dieser Zellen zu charakterisieren. 

In letzter Zeit hat die Entwicklxing der Multicolor-DurchfluBzytometrie die notwendigen Vor- 
aussetzungen flir eine genauere Analyse von im peripheren Blut zirkulierenden Zellen ge- 
schaffen. Durch diese Technologie wurde die Anzahl zirkulierender EC in gesunden mensch- 
lichen Probanden mit 9,1/^1 bestimmt. Rund 15% davon wiesen Anzeichen einer EC- 
Aktivierung auf, d.h. lieferten ein positives Ergebnis bei immunzytochemischer Ffirbung von 
CD105 und GDI 06 (Mancuso P., Burlini A., Pruneri G., Goldhirsch A., MartmeUi 0., Berto- 
liniF. Blood. 2001; 97: 3658-3661). 

Jtingste Befunde liefem erste Hinweise, daB sich die Apoptose von EC auch in vivo ereignen 
keimte (RSssig L., Dimmeler S., Zeiher A.M. Basic Res. Cardiol. 2001; 96: 11-22). In einer 
Tierstudie wurde gezeigt, daB eine verstarkte Apoptose von EC in den Aorten und Femurarte- 
rien gealterter Affen mit einer Dysfiinktion des GefeBendothels einherging (Asai K., Kudej 
R.K., Shen Y.T., Yang G.P., Takagi G., Kudej A.B., Geng YJ., Sato N., Nazareno J.B., Vat- 
ner D.E., Natividad F., Bishop S.P., Vatner S.F. Arterioscler. Thromb. Vase. Biol 2000; 20: 
1493-1499). Eine derartige endotheliale Dysfiinktion stellt ein allgemein anerkanntes Merk- 
mal dar, das bereits wShrend firiiher Stadien einer Atherosklerose auf deren spatere Manife- 
station hinweist. Als bisher deutlichstes Anzeichen fllr das Auftreten von EC-Apoptose in 
vivo zeigte die histopathologische Analyse atherosklerotischer Plaques in der menschlichen 
Karotis eine EC-Apoptose im downstream gelegenen Teil der Plaques (Tricot O., Mallat Z., 
Heymes C, Belmin J., Leseche G., Tedgui A. Circulation. 2000; 101: 2450-2453). 

Interessant sind auch jiingere Einblicke in die Pathomorphologie atherosklerotischer Plaques, 
die mit akuten koronaren Syndromen oder plotzlichem koronarem Tod im Zusammenhang 
stehen. Sie Uefem einen soUden Beweis dafiir, daB in erheblichem AusmaB auch Plaque- 
Erosion zusatzlich zu einem kompletten AbreiBen der Plaques zum Auslosen des dramati- 
schen Ereignisses beitragen (Virmani R., Kologdie F.D., Burke A.P., Farb A., Schwartz S.M. 
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Arterioscler. Thromb Vase. Biol. 2000; 20: 1262-1275). Eine Plaque-Erosion ist durch das 
Fehlen von Endothel charakterisiert, wobei nur eine geringe EntzOndxmg der exponierten In- 
tima auftritt (Farb A., Burke A.P., Tang AX., Liang T.Y., Mannan P., Smialek J„ Virmani R. 
Circulation. 1996; 93: 1354-1363). Bedeutsam ist, daB eine Plaque-Erosion fiJrungefahr 40% 
der FaUe von Thrombose-induziertem plOtzlichen Tod verantwortlich ist (Farb A., Burke 
A.P., Tang A.L., Liang T.Y., Mannan P., Smialek J., Virmani R. Circulation. 1996; 93: 1354- 
1363). Daruber hinaixs sind Plaque-Erosionen bei Diabetikem oder pra-menopausalen Frauen 
durchaus ublich, land sie treten auch bei Personen mit erhohtem CRP (C-reaktives Protein)- 
Serumspiegel vermehrt auf (Burke A.P., Tracy R.P., Kolodgie F., Malcom G.T., Zieske A, 
Kutys R., Pestaner J., Smialek J., Virmani R. Circulation. 2002; 105: 2019-2023). 

Neuere Befunde haben gezeigt, daB die Plaque-Instabilitat und damit deren Potential, ein le- 
bensbedrohendes kardiovaskul3res Ereignis auszuldsen, nicht vom AusmaB der Plaques ab- 
Mngt. Statt dessen sind instabile Plaques, die besonders dazu neigen, abzureiJ3en oder zu ero- 
dieren, durch eine DestabiHsierung der Plaque-Struktur charakterisiert. Die klinischen Bilder 
einer akuten Transformation der vaskulSren LSsionen gehen mit einer vermehrten EC- 
Apotose einher, was einen Marker fiir die Plaque-Instabilitat darstellt. Eine pro- 
inflammatorische Aktivierung xmd gesteigerte Apoptose des Endothel ist bei dem nicht- 
atherosklerotisch bedingten Herzversagen ebenfalls verbreitet. Eine Quantifizierung der 
Apoptose mittels der Analyse von Endothelzellen, die in die Zirkulation abgestofien werden 
(Shedding), kOrmte das AusmaB der Erkrankung feststellen, bevor die klinische Manifestation 
einsetzt. 

Es ist dalier eine Aufgabe der vorUegenden Erfindung, ein Verfahren zu entwickein, mit dem 
das Risiko, ein kardiovaskulSr nachteiliges Ereignis, das mit unkontrollierten Vertoderungen 
der Endothelfunktion in Zusanamenhang steht, zu erleiden, mit Hilfe eines individuellen Risi- 
koprofils abgeschatzt werden kann. Dies soU durch die quantitative und kritische Bestimmung 
von abgestofienen, flottierenden und zikulierenden Endothelzellen und/oder endothelialen 
Voriauferzellen erfoigen, die einen Indikator ftir das geschSdigte Endothel darstellen. Auf- 
grund des Risiokoprofils konnen dann geeignete Gegenmafinahmen durch den behandehiden 
Arzt durchgeflihrt werden, um den Patienten positiv zu beeinflussen und das nachteilige Er- 
eignis zu verhindem oder zumindest in seiner Schwere fiir den betroffenen Patienten zu ver- 
mindem. 
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Diese Aufgabe da: vorliegenden Erfmdung wird durch ein Verfehren zur Identifizieruiig 
md/oder Quantifiaerung von mit kardiovaskulSren Erkrankungen in Zusammenhang stehen- 
den endothelialen Zellen in einer Probe gelfist. Das erfindvmgsgemafie Verfehren umfaBt die 
Schritte von: (a) Gewinnung einer zu vintersuchenden, endotheliale Zellen enhaltenden Probe; 
(b) Inkubation der Probe mit einem oder mehreren MolekQlen, die spezifisch an eines oder 
mehrere der folgende MarkermolekOle der endothelialen Zellen binden: i) Endothelzell- 
Marker und/oder Apotptose-Marker; oder ii) Endothelzell-Marker und/oder Marker endothe- 
lialer VorlSiiferzellen; (c) Identifizierung vind/oder Quantifizierung der endothelialen Zellen 
auf Basis der gebundenen Molekiile unter der Verwendung immunzytologischer Methoden; 
und (d) Vergleich des fiir die zu untersuchende Probe erhaltenen ErgebniSses mit dem Ergeb- 
nis einer Referenzprobe. 

Die Ergebnisse der im Rahmeai der Erfindung durchgeflihrten Untersuchungen zeigen, daB 
Patientffli mit koronarer Arterienerkrankung (Coronary Artery Disease^ CAD) signifikant er- 
hehte Konzentrationen an zirkulierenden apoptotischen EC aufweisen. Diese erhShten Werte 
sind strong mit der Aktivitat der Erkrankung assoziiert, denn die hfichsten Konzentrationen 
wurden bei Patienten mit ACS beobachtet. Dementsprechend konnte die Anzahl an zirkulie- 
renden apoptotischen EC den Verlauf einer subklinischen Plaque-Erosion widerspiegehi. In 
den Untersuchungen im Rahmen der Erfindung wurden tatsachlich gesteigerte Konzentratio- 
nen an apoptotischen Endothelzellen in ahnlichen Patientengruppen beobachtet, fur die ein 
verstarktes Auftreten von Plaque-Erosionen berichtet wurde. 

Bei Patienten mit Myokardinfarkt werden endotheliale VorlSuferzellen aus dem Knochen- 
mark mobilisiert (Shintani S., Murohara T., Ikeda H., Ueno T., Homna T., Katoh A., Sasaki 
K., Shimada T., Oike Y., Imaizumi T. Circulation. 2001; 103: 2776-2779). Da neuere expe- 
rimentelle Untersuchungen zeigen, daB endotheliale Vorlauferzellen zu einer Regeneiierung 
der entkleideten arteriellen Abschnitte beitragen k5nnen (Walter D.H., Rittig K., Bahhnann 
F., Kirchmair R., Silver M. Murayama R., Nishimura H., Losordo D.W., Asahara T., Isner 
J.M. Circulation. 2002; im Druck), besteht die Moglichkeit, daB der Pool an zirkulierenden 
endothelialen VorlSufeizellen eine endogene regenerative Kraft nach endothelialer Verletzung 
darstellen kSnnte. TatsSchlich waren die Konzentrationen an endothelialen Vorlauferzellen 
bei Patienten mit ACS im Vergleich zu Patienten mit stabiler CAD etwa 2,3fach erhoht. Al- 
lerdings gehen gesteigerte Konzentrationen an apoptotischen EC mit signifikant verminderten 
Konzentrationen an zirkulierenden endothelialen Vorlauferzellen einher. Diese Ergebnisse 



wo 2004/046718 PCT/EP2003/0128S9 

7 

konnen derart interpretiert werden, daB eine GefeBverletzung zu einem Homing dar endothe- 
lialen Vorlauferzellen fiihren kfinnte, wodurch der Gesamt-Pool an zirkulierenden EC redu- 
ziert wird. Andererseits kSnnte die in Patienten mit CAD beobachtete Reduktion zirkulieraa- 
der endothelialer VorlSuferzeUen (Vasa M., Fichtischerer S., Aicher A., Adler BL, Urbich C, 
Martin H., Zeiher A.M., Dimmeler S. Circ. Res. 2001; 89: El-7), die von einer verstarkten 
EC-Apoptose begleitet wird, die Regeneration des Endothels durch Vorlauferzellen begrenzen 
und dadurch die fianktionelle Integritat des Endofhel-Monolcryers zusStzlich beeintrSchtigen. 
Weitere experimentelle Untersuchungen in Tiennodellen sind erforderlich, um diese komple- 
xen Prozesse zu verstehen. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Verfehrai, wobei die endotibielialen Zellen aus einem 
Saugetier, insbesondere aus dem Menschen, stammen. Weiter bevorzugt ist ein erfindungs- 
gemaBes Verfahren, wobei die zu analysierenden, bzw. identifizierten und/oder quantifizier- 
ten endothelialen Zellen ausgewahlt sind aus der Qmppe bestehend aus apoptotischen En- 
dothelzellen, endotibielialen Vorlauferzellen und reifen Endo1helzell©Q. 

GemaB einem weiteren Aspekt des erfindungsgemaBen Verfahrens kann die zu analysierende 
Probe jede Probe sein, die endotheliale Zellen enthait. Die Probe kann vorbehandelt sein, wo- 
bei peripheren Blut z.B. ein Gerinnungshemmer, insbesondere Heparin, zugesetzt wird, es 
kann weiterhin eine Lyse der Erythrozyten zwischen Schritt (a) und (b) durchgefuhrt werden 
Oder die Probe kann direkt venvendet werden. Bevorzugt ist erti erfindungsgemaBes Verfah- 
ren, bei dem die zu untersuchende Probe ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus peri- 
pherem Blut, Zellkultur-Suspensionen und Suspensionen, die von einer GefaBwand mecha- 
nisch, chemisch und/oder enzymatisch abgel5ste Zellen enthalten. Solche enzymatische Abl6- 
sung kann z.B. durch Collagenase erhalten werden. Besonders bevorzugt ist ein erfindungs- 
gemaBes Verfahren, wobei die zu untersuchende Probe peripheres Blut ist, 

Ein wesentlicher Aspekt des erfindungsgemaBen Verfehren ist die Inkubation der Probe mit 
einem oder mehreren MolekOlen, die spezifisch an eines oder mehrere der Markermolekttle 
der endothelialen Zellen binden. Diese Molekiile konnen aus eiaer sehr groBen Vielzahl von 
fiir endotheliale Zellen spezifischen Molekulen ausgewahlt sein. Bevorzugt ist, daB die an 
einen Marker bindenden Molekiile ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus AntikOr- 
pem Oder Teilen oder Fragmenten davon und Rezeptorliganden oder Teilen davon. Insbeson- 
dere als Rezeptorliganden kommen eine sehr gioBe Zahl von Peptiden, Proteinen und Meine- 
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ren Molektilen in Frage, wie etwa Hormone oder Shnliches. Diese spezifisch gebundenen 
MolekOle werden dann als Basis fur die weitere Analyse, Identifizienmg und/oder Quantifi- 
zierung der endothelialen Zeilen verwendet. Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemafies 
Verfahren, wobei die Antikorper, Teile oder Fragmente davon polyklonale Antikorpem, 
monoklonale AntikSrpem, Fab-Fragmente, Single C/za/«-Antik6rper und Diabodies umfassen. 

GemaB eines weiteren Aspekts des Verfahrens der vorliegenden Erfindung konnen Kompo- 
nenten des Verfahrens an eine feste Phase gebunden vorliegen, somit konnen die an einen 
Marker bindenden Molekule in Losung oder Matrix-immobilisiert vorliegen. Als Matrices 
kSnnen eine Vielzahl von dem Fachmann bekannten Materialien verwendet werden, wie zum 
Beispiel Harz-Matrices und/oder herkfimmliche Saulenmatrices. Besonders bevorzugt ist 
weiterhin ein erfindungsgemaBes Verfahren, bei dem die an einen Marker bindenden Mole- 
kOle an eines oder mehrere Detektionsmolekttle aus der Gruppe bestehend aus Fluorescein- 
thioisocyanat, Phycoerythrin, Enzymen (zum Beispiel Meerrettich-Peroxidase) und magneti- 
sches Bead gekoppelt sind. 

GemSB einem weiteren Aspekt des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen die an einen Mar- 
ker bindenden Molekule mit einem AntikSrper, an den eine oder mehrere Detektionsmolekule 
gekoppelt sind, nachgewiesen werden. Es handelt sich somit um einen indirekten Nachweis 
der Bindung des Molektils an den jeweiligen endothelialen Zellmarker. Solche zweistufigen 
Nachweise sind dem Fachmaim zum Beispiel aus der anti-Antikorper-Nachweistechnik be- 
stens bekannt. 

Ein wesentlicher Aspekt des erfindungsgemSflen Verfahren sind die Endothelzell-Marker sel- 
ber, an die die oben genannten Molekflle binden. Diese Marker kOnnen aus alien fiir endothe- 
Uale Zeilen spezifischen Markem ausgewahlt sein. Bevorzugt ist, daB der Endothelzell- 
Marker ausgewShlt ist aus der Grappe bestehend aus CD 146, von Willebrandt-Faktor (vWF) 
und Vasular Endothelial Growth Fac/or-Rezeptor 1 (VEGF-Rezeptor-1); der Apoptose- 
Marker ausgewShlt ist aus der Gruppe bestehend aus Annexin V und PD-ECGF, und die 
Marker endothelialer VorlSuferzellen ausgewahlt smd aus der Gruppe bestehend aus CD 133 
und CD 34. Dies sind aber nur Beispiele fiir Marker, von denen aus der Fachmaim leicht 
weitere bestimmen und anwenden kann. 
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Gemafi einem weiteren Aspekt des erfindungsgemaBen Verfehrens kann weiterhin mindestens 
ein weiterer nicht-endotheliale ZeUen kennzeichnender Marker nachgewiesen werden, wie 
Z.B. CD45. Dies dient zu einer negativen Abgrenzung der zu identifizierenden und/oder 
quantifizierenden endotheUalen ZeUen von anderen in der Probe enlhaltenen ZeUen. 

GemSB einem weiteren Aspekt des Verfahrens gemaB der vorliegenden Erfindung konnen zur 
Identifizierung und/oder Quantifizierung der endothelialen Zellen immunzytologischen Ver- 
fahren angewandt werden. Dabei sind alle Verfahren geeignet, die eine spezifische Bestim- 
mung anhand der Marker/Molekul-Interaktion erlauben. Bevorzugt sind Verfahren, die aus- 
gewaHt sind aus der Gruppe bestehend aus DurchfluBzytometrie und Festphase-Inununtests. 
Dabei konnen auch sogenannte „Cell-Sorter" verwendet werden. 

Die ermittelten Daten der Untersuchung(en) der endothelialen ZeUen aus der Probe werden 
abhcherweise mit einer Referenzprobe vergUchea Welche Probe als Refemzprobe dienen 
kann, wird insbesondere von der Art der untersuchten Probe und der Krankengeschichte des 
Individuums, aus dem die zu untersuchende Probe stammt, abhSngen. Bevorzugt ist ein erfin- 
dungsgemafles Verfahren, bei dem die Referenzprobe aus einem oder dem Mittelwert mehre- 
rer Saugetiere stammt, in dem/in denen eine kardiovaskulare Erkrankung ausgeschlossen 
wurde. Dies muB aber nicht zwangslSufig so sein, wemi z.B. das Fortschreiten einer Erkran- 
kung bestimmt werden soil, kanii auch eine „alte« Probe desselben Patienten als Referenzpro- 
be verwendet werden. Dem Fachmann ist offensichtUch, welche Proben als Referenzprobe filr 
das erfindimgsgemafie Verfahren geeignet sind. 

Fiir eine Bewertung der ermittelten Ergebnisse des erfindungsgemaBen Verfahrens kann so 
Z.B. das Brgebnis ftir apoptotische Endolhelzellen mit dem Ergebnis fiir die Gesamtheit an 
Endothelzellen in Beziehung gebracht werden, und/oder das Ergebnis fiir ^optotische En- 
dothelzellen mit dem Ergebnis fiir endotheHale ZeUen in Beziehung gebracht werden. 

GemaB einem weiteren Aspekt des Verfahrens gemafi der vorliegenden Erfindung konnen die 
zu diagnostizierenden und/oder prognostizierenden und/oder deren Therapie zu uberwachen- 
den kardiovaskularen Erkrankungen ausgewShlt sein aus der Gruppe bestehend aus stabiler 
und mstabiler Angina, Myokardinfarkt, aktuem Herzsyndrom, koronarer Arterienerkrankung 
und Herzinsuffizienz. Es soU jedoch nicht ausgeschlossen weren, daB sich das erfindungsge- 
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maBe Veifahren noch fUr weitere kardiologische Erkrankungszustande eignet und anwenden 

Die Erfindung stellt bevoizugt ein durchfluBzytometrisches Vetfahren zur Bestimmung abge- 
stoBener, zirkuUerender EC im peripheren Blut zur Verfiigung. Es wird ein sensitives und 
hochspezifisches neues Verfahren verfUgbar gemacht, mit dem beschadigtes Endothel, das 
einer Plaque-Entwicklung vorausgeht, detektiert werden kann und der Obergang vom stabilen 
zum instabilen atherosklerotischen Phanotyp quantifiziert werden kann. Das Verfahren er- 
mSglicht nicht nur eine hohere Sensitivitat im Vergleich zu firiiberen Verfahren, sondem bie- 
tet auch die Moglichkeit, die Zellen un Hinblick auf ihr Oberleben und ihren Differenzie- 
rungsgrad und ihren Ursprung innerhalb des Ge^systems weiter zu charakterisieren. Ein 
derartiges detailliertes Profil von Anzahl und Eigenschaften apoptotischer, zirkuUerender EC 
Uefert Informationen ttber den Zustand des Endothels, das aUen gegenwSrtig verfligbaren 
Maricem iiberlegen ist. Das Verfehren der DurchfluBzytometrie kann auch an die Verwendung 
als Festphase-Lnmuntest {Solid-State Immimosorbant Assay) adaptiert werden, wodurch eine 
vereinfachte, praktische Anwendung des gleichen Prinzips verfilgbar gemacht wird. 

Ein weiterer Aspekt der vorUegenden Erfindung betrifft einen diagnostischen Kit, wobei der 
Kit Mittel zur Durchfiihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens, unter UmstSnden zusammen 
mit weiteren Komponenten und/oder Hilfsstoffen umfaBt. Solche Mittel sind bevorzugterwei- 
se mindestens ein Antikorper zum Nachweis mindestens eines endotheUalen Markers und 
Mittel zur anschUeBenden Identifizierung und/oder Quantifizierung der endotheUalen Zellen. 
Der Kit kann auBerdem andere Komponenten und/oder Enzyme zur DurchfUhrung der Ver- 
fahren der vorUegenden Eifindung, z.B. Gebrauchsanweisungen zur Interpretation der Ergeb- 
nisse des Tests im Hinblick auf das Risikoprofil des Patienten und entsprechende GegenmaB- 
nahmen und Therapievorschiage enthalten. 

ZusammengefaBt zeigen die Ergebnisse der der Erfindung zugrundeliegenden Studie, da/3 
Patienten mit ACS (akuter Myokardinfarkt und instabile Angina) eine dreifache Zunahme an 
zirkuUerenden apoptotischen EC aufweisen. HypercholesterinSmie, Diabetes und erhohte 
CRP-Serumspiegel korreUerten signifikant mit gesteigerten Konzentrationen an apoptotischen 
EC. Die EC-Apoptose wurde durch eine vierwochige Behandlung der Patienten mit HMG- 
CoA-Reduktase-Inhibitoren signifikant reduziert. Insgesamt legen diese Daten nahe, daB eine 
Messung von zirkuUerenden apoptotischen EC ein bisher nicht zugangUches Verfahren fiir 
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die Oberwachung der AkdvitSt atherosklerotischer Eikrankungen beim Menschen verfttgbar 
macht. Damit ist sowohl eine Beurteilung des kardiovaskulSren Risikos als auch die primare 
Diagnose einer atherosklerotisclien GefeBerkrankung, verbunden mit der prognostischen 
Stratifizierung von Patienten mit manifester kardiovaskulSrer Erkrankung, einschUeBlich ko- 
ronarer, peripherer und cerebraler Arterienerkrankung und progressivem kongestivem Herz- 
versagen m5glich. 



Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft somit die Verwendimg des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens zur Diagnose und/oder Prognose kardiovaskularer Erkrankungen 
und/oder zur Uberwachung von deren Therapie. Dies geschieht durch die quantitative und 
kritische Bestimmung von abgestoBenen, flottierenden und zikuUerenden Endothelzellen 
und/oder endothelialen VorlSuferzeUen, die einen Indikator flir das geschadigte Endothel dar- 
stellen. Aufgnind des daraufhin erstellbaren Risiokoprofils kSnnen dann geeignete Gegen- 
mafinahmen durch den behandelnden Arzt durchgeftthrt werden, um den Patienten positiv zu 
beeinflussen und das nachteiUge Ereignis zu verhindem oder zumindest in seiner Schwere fiir 
den betrofifenen Patienten zu vermindem. Eine solche Therapie kann erfindungsgemafi die 
Verabreichung von Lipidsenkem, ausgewghlt aus der Gruppe bestehend aus Statinen, insbe- 
sondere Atorvastatin umfassen. Dem Fachmann sind jedoch weitere mOgliche Therapien be- 
kannt, um kardiovaskulSre Erkrankungen zu therapieren, die nach herkSmmUchen Schemata 
erfolgen kOnnen. 

Weiterhin klaren die Ergebnisse der im Rahmen der Erfindung durchgefllhrten Untersuchung 
erstmals die Auswirkung klassischer Risikofaktoien flir CAD auf die EC-Apotose. Eine 
SchltissehoUe von Lipiden - insbesondere oxidierter Lipide - als Ausloser fiir die EC- 
Apoptose ist durch verschiedene Zellkulturexperimente in vitro nahegelegt worden (Dimme- 
ler, S., Haendeler J, GaUe J., Zeiher A.M. Circulation. 1997; 95: 1760-1763; Harada-Shiba 
M., Kinoshita M., Kamido H., Shunokado K. J. Biol. Chem. 1998; 273: 9681-6987). Auch die 
Ergebnisse der vorUegenden Studie zeigen, daB die LDL-Serumkonzentrationen signifikant 
mit einer gesteigerten EC-Apoptose bei Patienten mit CAD korreUieren. Wichtig ist, daB eine 
Behandlung mit dem Lipidsenker Atorvastatin, einem HMG-CoA-Reduktase-hihibitor, die 
EC-Apoptose innerhalb einer vierwochigen Behandlungsdauer hochgradig reduziert. Weiter- 
hin ging auch eine Diabetes-Erkrankung mit gesteigerter EC-Apoptose einher. Dies kSnnte 
mit Ergebnissen aus in vz/ro-Studien erklSrt werden, die zeigen, daB hohe Glukosekonzentta- 
tionen die EC-Apoptose induzieren (Baumgartner-Parzer SM., Wagner L., Pettermann M., 
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Grillari J., Gessl A., Waldhausl W. Diabetes. 1995; 44: 1323-1327; Ho F.M., Liu S.H., Liau 
C.S., Huang PJ., Lin-Shiau S.Y. Circulation. 2000; 101: 2618-2624). 

Dariiber hinaus sind Patienten mit Diabetes durch veimehrten oxidativen Stress, einem der 
wirksamsten Auslfiser von EC-Apoptose in vitro, charakterisiert (Rossig L., Dimmeler S., 
Zeiher A.M. Basic. Res. Cardiol. 2001; 96: 11-22). SchlieiiUch weisen auch die hier vorge- 
legten Befiande auf einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer niedrig-gradigen Ent- 
ztindung und EC-Apoptose bin, insbesondere durch den Befund, dafi der Serumspiegel des C- 
reaktiven Proteins (CRP), eines etabUerten Entziindungsmarkers, signifikant mit BC- 
Apoptose einherging, und zwar nicht nur bei Patienten mit CAD, sondem auch bei gesunden 
KontroUpersonen. Ergebnisse aus Zellkulturexperimenten haben gezeigt, daB Entziindungs- 
mediatoren cine EC-Apoptose wirksam stimulieren (Robaye B., Mossehnans R., Fiers W., 
Dumont J.E., Galand P. Am. J. Pathol. 1991; 138: 447-453). Andererseits erwiesen sich CRP- 
Serumkonzentrationen als zuverlSssige Vorhersagefaktoren fiir die Progression einer athe- 
rosklerotischen Erkrankung, die von klassischen CAD-Risikofaktoren unabhSngig ist (Blake 
G.J., Ridker P.M. Circ. Res. 2001; 89: 763-771). Insgesamt stSrkte der signifikante Zusam- 
menhang zwischen apoptotischen EC und CAD-Risikofaktoren waiter das Konzept, dal3 die 
Anzahl von zirkuUerenden apoptotischen EC tatsSchlich mit der Aktivitat einer atherosklero- 
tischen Erkrankung im Zusammenhang stehen. 

Die Erfindung soli nun im folgenden anhand der Beispiele unter Bezugnahme auf die beige- 
fugten Figuren nSher beschrieben werden, ohne jedoch darauf beschrSnkt zu werden. In den 
Figuren zeigt: 



Figur 1: DurchfluBzytometrie-Messung zirkulierender EC. 

Zirkulierende Zellen aus peripherem Blut warden nach Lyse der Erythrozyten analysiert. 
Oben links: In der Darstellung der Vorwarts/Seitwarts-Streuung (Forward Scatter, 
FSC/Sideward Scatter, SSC) wurden Plattchen und Debris fiir die weitere Analyse ausgeblen- 
det (Region R2). Oben rechts: anti-CD45-perCP-Farbung (Kanal FL-3, oben, vs. Isotyp- 
Konlrolle, unten) mn zirkulierende Zellen. die keine Leukozyten sind, fiir die weitere Analyse 
zu identifizieren (Region Rl, blau). Links unten: CD45--Zellen wurden zur Quantifizierung 
von CD146- (FITC-konjungiert, Kanal FL-1) und vWF- (gefSrbt mit einem PE-markierten 
sekundaren AntikQrper, Kanal FL-2) doppelt positiven Zellen eingegienzt (gelbe Markie- 
rung). Unten rechts: Falsch-positive Signale nach Farbung mit Isotyp-Kontrollantik6ipem 
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wurden von den Originaldaten subtrahiert und die resultierende EC-Zahl wurde unter Bezug 
auf die Zahl der weiJJen Blutzellen (White Blood Cells, WBC) nonnaUsiert. 

Figur 2: Anzahl zirkulierender apoptotischer EC (A) und relatives VerhSltnis bezogen auf die 
insgesamt zirkulierenden EC (B) bei gesunden. altersgemfiBen KontroUpersonen (n = 41), 
Patienten mit stabiler Angina (SA; n = 29) und Patienten mit ACS (UA, Unstable Angina und 
MI, Myokardinfarkt; n = 27). 

Figur 3: Wirkung einer prospektiven Behandlvmg mit Atorvastatin (20 mg/Tag, 4 Wochen) 
bei n = 8 Patienten mit SA auf die Anzahl der zirkulierenden apoptotischen EC (A) und auf 
den Anteil der apoptotischen EC an iosgesamt zirkulierenden EC (B). 

Figur 4: Verhaltnis zwischen zirkulierenden apoptotischen EC und AC133*/KDR* endothe- 
lialen VorlSuferzellen bei Patienten mit CAD. 



Beispiele 

Material und Methoden 
1. Patienten 

Insgesamt wurden 56 Patienten untersucht 29 Patienten litten seit drei Monaten unter stabiler 
Angina (SA), definiert als angiographisch dokumentierte koronare Arterienerkrankung und 
Stability der Angina imter Belastung, bevor die Blutproben gewonnen wurden. 27 Patienten 
mit instabiler Angina (unstable angina, UA), definiert als Angina pectoris de novo. Angina 
pectoris crescendo oder Angina pectoris unter Ruhebedingungen (14 Patienten) bzw. bei de- 
nen innerhalb der letzten 7 Tage ACS (Troponin T-positiv ohne Hebung der ST-Strecke) oder 
ein akuter Myokardinfarkt (MI), verbunden mit einer ST-Hebung, aufgetreten war (13 Pati- 
enten), wurden untersucht. AusschluBkriterien waren klinische oder biochemische Anzeichen 
einer begleitenden entzOndlichen Erkrankung, chronische NiereninsufHzienz oder eine malig- 
ne Erkrankung. Bei alien Patienten wurde eine koronare Arterienerkrankung nachgewiesen, 
wobei die auslosende LSsion durch Koronarangiographie identifiziert wurde. Die klinischen 
Charakteristika dieser Patienten sind in Tabelle 1 unten zusammengefaBt. 41 gesunde Perso- 
nen, bei denen sich aus ihrer Anamnese oder aufgrund einer kSiperUchen Untersuchung kein 
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Hinweis auf CAD ergeben hatte und die hinsichtUch ihres Alters den Patienten entsprachen, 
dienten als Kontrollgruppe. 



TabeUe 1: 



Faktor 

n 

Alter 
Geschlecht (m/w) 

HTN(%) 
Diabetes mellitus (%) 

Nikotin (%) 
Familiengeschichte (%) 

LDL-Cholesterin (mg/dl) 
HDL/LDL-Rate 

CRP (mg/dl) 
x-GefMB 

LVEF (%) 



Jvontroile 


SA 


UA/MI 


41 


29 


27 


58 ±1 


60±2 


61 ±2 


30/11 


23/6 


19/8 


- 


19 (66) 


20 (74) 




7(24) 


10 (37) 




17 (59) 


15 (56) 




17 (59) 


12 (44) 


132 ±6 


123 ±7 


134 ±9 


0,47 ±0,04 


0,43 ± 0,04 


0,32 ± 0,02 


0,47 ±0.06 


0,65 ± 0,09 


2,00 ±0,35 




2,00 ±0,27 


1,96 ±0,17 




49.78 ± 3,07 


48,83 ± 2,67 



Zusfitzlich wurden 8 Patienten mit stabUer Angina prospektiv mit Atorvastatin (20 mg/Tag, 
vier Wochen) behandelt. Die Idinischen Charakteristika dieser Patienten sind in TabeUe 2 
unten zusanunengefafit. 



TabeUe 2: 



n 8 

Alter 66 ±4 

Geschlecht (m/w) 6^ 

HTN(%) 5(63) 

Diabetes mellitus (%) 2 (25) 

Nikotin (%) 5(63) 

Familiengeschichte (%) 4 (50) 

LDL-Cholesterin (mg/dl) pra 1 5 5 ± 1 6 

LDL-Cholesterin (mg/dl) post 86 ± 13 

CRP (mg/dl) 1,53 ±0,58 

^-G&m 2,38 ± 0,32 

LVEF (%) 52,9 ± 5,9 
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Alle Patienten und Kontrollpeasonen hatten schrifUich ihr Einverstandnis erklSit. Die Studie 
wurde durcli die Ethikkonrtmssion der Johann Wolfgang von Goethe-Universitat, Frank- 
furt/Main, genehmigt. 

Bei aUen Patienten wurde zum Zeitpunkt der Untersuchung auch Serum zur Bestimmung der 
Konzentrationen von CRP und hsCRP (turbidimetrischer Test, Boehringer Mannheim bzw. 
Ultrasensitive N Latex CRP Monotest, Behring) sowie der Serumlipid-Fraktionen (Boehrin- 
ger Mannheim) gesammelt. 

2. Durchflu/3zvtometrie 

Die Erythro2ytenlyse m 10 ml peripherem ven5sem Hepaiinblut wurde mit Hilfe einer kom- 
meiziell verfllgbaren Lyse-LOsung (Becton Dickinson, BD) durchgefUhrt. Dann wurden die 
zirkulierenden EC unter Verwendung eines geeignet modifizierten Protokolls nach dem Ver- 
fahren von Mancuso et al und Monestiroli et al. (Mancuso P., Burlini A., Pruneri G., Gold- 
hirsch A., MartineUi G., Bertolini F. Blood. 2001; 97: 3658-3661; MonestiroU S., Mancuso P., 
Burlini A., Pruneri G., Dell'Agnola C, Gobbi A., MartineUi G., Bertolini F. Cancer Res. 
2001; 61: 4341-4344) mittels 4-Kanal-FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)-AnalysG 
untersucht (Figur 1). Zunachst wurde in der Darstellung der SeitwartsA^orwarts-Streuung ein 
regionales Fenster definiert, um Plattchen und Debris aus den weiteren Analysen auszuschlie- 
Ben. Unter den verbleibenden Zellen wurde die Anzahl der CD45*-Signale, identifiziert mit 
einem direkt perCP-konjugierten monoklonalen AntikSrper gegen menschliches CD45 (BD), 
quantifiziert, um jede gemessene Zellpopulation im HinbUck auf die Gesamtzahl der Leuko- 
zyten im Verhaitnis zur WBC-Zahl zu normalisieren. Um reife EC spezifisch nachzuweisen, 
wurden nur CD45"-Zellen weiter analysiert, und zwar durch DoppelSrbung mit AntikSipem 
gegen die EC-spezifischen Epitope CD146 (Mel-CAM, MUC18, S-Endo-1; Shih I.M. J. Pa- 
thol. 1999; 189: 4-11) (monoklonaler Maus-Antik5rper, direkt FITC-konjugiert; Chemicon) 
und gegen von Willebrandt-Faktor (vWF) (Kaninchen, Oncogene), gefolgt durch einen PE- 
konjugierten anti-Kaninchen sekundSren Antikfirper. Altemativ wurde menschUcher KDR mit 
einem anti-KDR-Antik5iper der Maus (Sigma), gefolgt durch einen PE-konjugierten anti- 
Maus sekundaren Antikorper zusatzlich zu vWF nachgewiesen. CD457CD146''/vWF^ oder 
CD45-/KDR%WF'-Zellen wurden als reife EC definiert. Diese Zellpopulationen wurden auf 
Annexin V-Bindung mittels Inkubation mit primSren Annexin V-APC-Konjugaten (Bender 
Medical Systems) untersucht (van Engeland M., Nieland LJ., Ramaekers F.C., Schutte B., 
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Reutelingsperger CP. Cytometry. 1998; 31: 1-9). Isotyp-identische Antikdiper dienten als 
KontroUen agGl-PE und IgG2a-FITC, BD), und die Annexin-Bindung wurde durch Inkuba- 
tion mit Streptavidin-gekoppelten APC oder mit Isotyp-spezifischen APC ttbeiprOfl. Eine 
FSrbung nach Inkubation mit Isotyp-KontroUantikSipem wuide als falsch-positiv beurteilt 
und von den Originaldaten abgezogen (Figur 1, unten rechts), Jede Analyse beinhaltet 
100.000 Signale. 



Der Nachweis endothelialer VorlSuferzellen wurde in einer Teilgruppe der Patienten durchge- 
fuhrt, wie bereits friiher beschrieben (Vasa M., Fichtlscherer S., Aicher A., Adler K., Urbich 
C, Martin H., Zeiher A.M., Dimmeler S. Circ. Res. 2001; 89: El -7). 100 peripheres Blut 
wurden mit FITC- oder perCP-konjugierten monoklonalen Antik5iper gegen menschUches 
CD34 (BD) inkubiert. Als ein Set an sekundSren Markem, die unieifere Voriauferzellen er- 
kennen, wurden Blutproben rait monoklonalen AntikQipem gegen menschliches CD133 
(Milteny; PE-konjugiert) und gegen menschUches KDR (Sigma), gefolgt durch einen FITC- 
konjugierten sekundSren Antik6rper, immungefirbt. Isotyp-identische AntikOrper dienten als 
KontroUen (BD). Nach der Inkubation wurden die Zellen lysiert. mit PBS gewaschen und in 
4% Paraformaldehyd fixiert, bevor 60.000 Signale analysiert wurden. 

3. Statistik 

Die Daten werden angegeben als Mittelwert ± SEM. Kontinuierliche Variablen wurden auf 
Normalverteilung mit dem Kohnogorov-Smimov-Test getestet. Eine statistische Analyse 
wurde mittels T-Test ftir den Vergleich zweier behandelter Gruppen (Varianzanalyse: Leve- 
ne-Test) und flir mehrere Gruppen durch die einseitige ANOVA-Analyse, gefolgt dmch post 
Aoc-Analyse mit LSD-Korrektur. durchgefuhrt. Kategorische Variablen wurden mit Hilfe des 
Fischer's-Exakt-Test vergUchen. Eine lineare Regressionsanalyse und nicht-parametrische 
zweidimensionale Korrelationen (Spearman Rank Correlation Coefficient [rs]) wurden ver- 
wendet, um die Anzahl zirkulierender apoptotischer EC mit verschiedenen kardiovaskularen 
Risikofaktoren (Cardio Vascular Risk Factors, CVRF) zu korrelieren. Statistische Signifikanz 
wurde angenommen, wenn die NuU-Hypothese bei p = 0,05 verworfen werden konnte. Alle 
statistischen Analysen wurden mit Hilfe von SPSS fur Windows 9,0 (SPSS, hic.) durchge- 
fOhrt. 
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Beispiel 1 

Um die Anzahl von zirkulieienden apoptotischen EC zu bestimmen, wurden FACS-Analysen 
bei Patienten mit stabiler Angioa (SA, n = 29), instabiler Angina (UA, n = 14) oder Myo- 
kaidinfarkt (MI, n = 13) durchgeflihrt und mit 41, hinsichtlich Alter und Geschlecht entspre- 
chenden, gesunden Kontrollpersonen vergUchen. ZirkuUerende apoptotische EC wurden defi- 
niert als Zellen, bei denen ein Nachweis der endothelialen Markerproteine CD 146 und vWF 
positiv war und Annexin V-Bindung stattfand. Aufierdem wurden ausschlieBlich CD45-- 
Zellen in die Analyse mit aufgenommen, um potentiell kontaminierende Leukozyten auszu- 
schlieJJen. Eine reprSsentative Analyse wird in Figur 1 gezeigt. 

Patienten in akuten Stadien von CAD, definiert als ACS (instabile Angina und Myokardin- 
farkt, n = 27), zeigten im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen oder zu Patienten mit 
stabiler CAD signifikant hOhere Konzentrationen an zirkuUerenden apoptotischen EC {Figur 
2A). AuBerdem waren die Konzentrationen an apoptotischen EC in Patienten mit stabiler 
CAD zweifech hSher als in gesunden Kontrollen (Figur 2A). 

FrOhere Studien hatten bereits gezeigt, daB die Gesamtzahl an zirkulierenden EC bei ACS 
ethSht ist (Hladovec J., Prerovsky I., Stanek V., Fabian J. Klin. Wochenschr. 1978; 56: 1033- 
1036; Mutin M., Canavy I., Blann A., Bory M., Shampol J., Dignat-George F. Blood. 1999; 
93: 2951-2958). Deshalb wurde zusatzlich das Verhaitnis an apoptotischen EC zur Gesamt- 
zahl an zirkulierenden Zellen quantifiziert, um auszuschUeBen, dafi der Anstieg der msgesamt 
ZirkuUerenden EC die Anzahl an apoptotischen EC fSlschUcherweise erhoht. AUerdings war 
der Anteil apoptotischer EC an der EC-Gesamtzahl auch bei Patienten mit instabiler Angma 
und Myokardinfarkt signifikant erhOht (Figur 2B). 

Der Anstieg von apoptotischen EC m Patienten mit ACS konnte ebenfells nachgewiesesn 
werden, wenn em anderes Set an endothelialen Markem, nSmlich emem Rezeptor fOr Gefd- 
Bendothel-Wachstumsfektor (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), VEGF-Rezeptor- 
1 (BCDR), und vWF, filr eine Doppelfdrbung verwendet wurde. Obwohl die Gesamtzahl an 
apoptotischen EC niedriger war, wenn KDR und vWF als EC-Marker verwendet wurden, 
zeigten auch hier Patienten mit instabiler Angina und Myokradinfarkt signifikant hohere 
Konzentrationen an zirlcuHerenden apoptotischen EC im Vergleich zu gesunden Kontrollper- 
sonen (UAMI: 0,78 ± 0,20/^1 vs. Kontrolle: 0,37 ± 0,05/^l; p < 0,005). Dementsprechend 
wiesen Patienten mit CAD nicht nur hochgradig gesteigerte Konzentrationen an zirkuUeien- 
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den apoptotischen EC auf, die Anzahl an zirkulierenden apoptotischen EC koireUerte auch 
mit der Aktivitat der Erkrankung, was der signifikante Anstieg bei Patienten mit ACS belegt 

Beispiel 2 

Weiterhin wurde der EinfluB von Risikofaktoren fur eine Atherogenese, nSmlich Alter, Ge- 
schlecht, Bluthochdmck, Diabetes, Rauchen, eine hinsichtlich CAD positive Familienge- 
schichte sowie Hypercholesterinamie, auf zirkulierende apoptotische EC untersucht. Von die- 
sen allgemein etablierten kardiovaskularen Risikofaktoren korrelierte eine gleichzeitige, 
nachgewiesene Erkrankung an Diabetes mellitus signifikant mit einer gesteigerten AnzaM an 
zirkuUerenden apoptotischen EC (Tabelle 3 unten). Darttber hinaus waren erhShte Konzen- 
trationen an Serumlipid (LDL-Cholesterin) mit einer gesteigerten EC-Apoptose assoziiert, 
wohingegen ein hohes HDL/LDL-Verhaltnis im umgekehrten Zusammenhang mit der Kon- 
zentration an apoptotischen EC stand (Tabelle 5). Interessant ist, daB eine klinische Manife- 
station einer koronaren Arterienerkrankung (Kontrollen vs. stabile Angina vs. ACS) hochgra- 
dig mit einer Zunahme an zirkuUerenden apoptotischen EC einherging {Tabelle 3). AhnUche 
Ergebnisse wurden erhalten, wenn das Verhaltnis von apoptotischen EC zur EC-Gesamtzahl 
mit den oben beschriebenen Faktoren korreliert wurde (nicht dargestellt). 

TabeUeS: 



Faktor 


r, zweiseitig 


N 


p Spearman- 
Ranks 


Alter 
Geschlecht 


0,105 
0,011 


97 
97 


0,304 
0,916 


HTN 
Diabetes mellitus 

Nikotin 
Familiengeschichte 


0,051 
0,357 
-0,075 
-0,077 


56 
56 
56 
56 


0,712 
0,007 
0,581 
0,573 


LDL-Cholesterin 
HDL/LDL-Verhaltnis 


0,222 
-0,282 


80 
80 


0,048 
0,011 


CRP 


0,241 


84 


0,027 


UA/MI vs. SA vs. Kontr. 


0,496 


97 


<0,001 



Neuere Studien haben Marker einer niedrig-gradigen EntzQndung wie C-reaktives Protein 
(CRP) Oder Serumamyloid A als wichtige prognostische Parameter fiir die Progression einer 
atherosklerotischen Erkrankung sowohl bei gesunden Probanden als auch bei Patienten mit 
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nachgewiesener CAD etabUert (Blake GJ., Ridker P.M. Ore. Res. 2001; 89: 763-771). Des- 
halb wurde der EinfluB des CRP-Spiegels auf die Apoptose von EC untersucht. Die CRP- 
Konzentrationen im Serum korrelierten signifikant mit einer gesteigerten EC-Apoptose (7b- 
belle 2). Von Interesse ist auch, daB die CRP-Konzentrationen, gemessen mit einem hoch- 
empfindlichen Test, sogar bei den gesunden Kontrollpersonen eine hochgradig signifikante 
Korrelation mit dem Auftreten apoptotischer EC zeigten (r = 0,495; p < 0,007). 

Beispiel 3 

Eine Therapie mit Statinen ist sowohl zur primSren als auch sekundSren Pravention einer ko- 
ronaren Erkrankung etabliert, urn kardiovaskulSre Ereignisse zu reduzieren, was darauf hin- 
weist, daB Statine die Aktivitat einer atheroskletotischen Erkrankung reduzieren (Maron D.J., 
Fazio S., Linton M.F. Circulation, 2000, 101, S. 207-213). Deshalb wurde prospektiv nnter- 
sucht, ob eine kurzzeitige Behandlung mit Atorvastatin (20 mg/Tag, vier Wochen) die EC- 
Apoptose in Patienten mit stabiler CAD reduziert. Figur 3 zeigt, daB die Behandlung mit 
Atorvastatin sowohl die Anzahl an zirkuUerenden apoptotischen EC als auch deren Anteil an 
der Gesamtzahl zirkuUerender EC signifikant herabsetzt. Die Statin-Therapie reduzierte auch 
die LDL-Cholesterin-Konzentration signifikant (p < 0,02). 

Beispiel 4 

Untersucht wurde weiterhin, ob eine gesteigerte Apoptose von CD45- reifen EC mit erhohten 
Konzentrationen an endotheUalen Vorlauferzellen im peripheren Blut im Zusammenhang 
k5imte. ZirkuUerende endotheUale VorlauferzeUen wurden auf das endotheUale Markeipro- 
tein KDR und den EC-VorlSufer-Marker AC133 durch immunzytochemische FSrbung wie 
zuvor beschrieben untersucht und analysiert (Vasa M., Fichtlscherer S., Aicher A., Adler K., 
Urbich C, Martin H., Zeiher A.M., Dimmeler S. Circ. Res. 2001; 89: El-7). Es zeigte sich, 
daB erhehte Konzentrationen an apoptotischen Endothelzellen signifikant mit emem Anstieg 
an AC133*/KDR+ Zellen einherging (Figur 4). Eine ahnUche Korrelation wurde beobachtet, 
wenn die endotheUalen VorlSufisrzeUen als CD34+/KDR-'.ZeUen definiert wurden (nicht ge- 
zeigt). 
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Patentansprfflche 

1 . Verfahren zur Identifizierung und/oder Quantifizierung von mit kardiovaskulSren Er- 
krankungen in Zusammenhang stehenden endotheUalen Zellen in einer Probe, wobei 
das Verfehren folgende Schritte umfeBt: 

(a) Gewinnung einer zuuntersuchenden,endotheliale Zellen enhaltenden Probe; 

(b) Inkubation der Probe mit einem oder mehreren MolekOlen, die spezifisch an eines oder 
mehrere der folgende Markermolekttle der endothelialen Zellen binden: 

EndotJielzell-Marker und/oder Apotptose-Marker; oder 
Endothelzell-Marker und/oder Marker endothelialer Vorlauferzellen; 

(c) Identifizierung und/oder Quantifizierung der endotheUalen Zellen auf Basis der ge- 
bundenen Molekiile unter der Verwendung immunzytologischer Methodeai; und 

(d) Vergleich des fUr die zu untersuchende Probe erhaltenen Ergebnisses mit dem Ergeb- 
nis einer Referen^qprobe. 



Verfahren nach Anspruch 1, wobei die endotheUalen ZeUen aus einem Saugetier, ins- 
besondere aus dem Menschen, stammen. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die endotheUalen ZeUen ausgewahlt sind 
aus der Gruppe bestehend aus apoptotische EndothelzeUen, endotheUalen Vorlaufer- 
zellen und reifen EndothelzeUen, 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die zu untersuchende Probe aus- 
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus peripherem Blut, ZeUkultur-Suspensionen 
und Suspensionen, die von einer Gefifiwand mechanisch, chemisch und/oder enzyma- 
tisch abgeldste ZeUen enthalten. 



Verfahren nach Anspruch 4, wobei die zu untersuchende Probe peripheres Blut ist. 

Verfahren nach Anspruch 5, wobei dem peripheren Blut ein Gerinnungshemmer, i 
besondere Heparin, zugesetzt wird. 



wo 2004/046718 PCT/EP2003/012859 

21 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die an einen Marker bindenden 
Molekule ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Antikorpem oder Teilen oder 
Fragmenten davon imd Rezeptorliganden oder Teilen davon. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Antikorper, Teile oder Fragmente davon poly- 
klonale AntikSrper, monoklonale Antikorper, Fab-Fragmente, scFv-Fragmente und 
Diabodies xjmfassen. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die an einen Marker bindenden 
Molekule in Losnng oder Mateix-inmiobilisiert vorliegen. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei die an einen Marker bindenden 
MolekOle an eines oder mehrere DetektionsmolekOle aus der Gruppe bestehend aus 
Fluoresceinthioisocyanat, Phycoerythrin, Enzymen und magnetisches Bead gekoppelt 
sind. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei die an einen Marker bindenden 
Molekule mit einem Antikorper, an den eine oder mehrere Detektionsmolekule gekop- 
pelt sind, nachgewiesen werden. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 1 1, wobei der Endothelzell-Marker ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus CD146, von Willebrandt-Faktor (vWF) und 
Vasular Endothelial Growth Factor-Rczeptor 1 (VEGF-Rezeptor-1). 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei der Apoptose-Marker ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Annexin V und PD-ECGF. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei die Marker endothelialer VorlSu- 
ferzellen ausgewahlt sind aus der Gmppe bestehend aus GDI 33 und CD 34. 



15. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei weiterhin mindestens ein weite- 
rer nicht-endotheliale Zellen kennzeichnender Marker nachgewiesen wird, wie z.B. 
CD45. 
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1 6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 1 5, wobei die immunzytologischen Verfah- 
ren ausgewShlt sind aus der Gruppe bestehend aus DurchfluBzytometrie und Festpha- 
se-Immuntests. 

17. Verfehren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, wobei die Referenzprobe aus einem 
Saugetier stammt, in dem eine kardiovaskulare Erkrankung ausgeschlossen wurde. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, wobei das Ergebnis fur apoptotische 
Endothelzellen mit dem Ergebnis ftir die Gesamtheit an Endothelzellen in Beziehung 
gebracht wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, wobei das Ergebnis fur apoptotische 
Endothelzellen mit dem Ergebnis ftr endotheUale Zellen in Beziehung gebracht wird. 

20. Verfehren nach emem der Anspriiche 1 bis 19, umfassend weiterhin eine Lyse der 
Erythrozyten zwischen Schritt (a) und (b). 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, wobei die kardiovaskularen Erkran- 
kungen ausgewShlt sind aus der Gruppe bestehend aus stabiler und instabiler Angina, 
Myokardinfarkt, aktuem Herzsyndrom, koronarer Arterienerkrankung und Herzinsuf- 
fizienz. 

22. Diagnostischer Kit, umfessend Mittel zur Durchftlhrung des Verfahrens nach emem 
der Anspriiche 1 bis 21, gegebenenfalls zusanomen mit weiteren Komponenten 
und/oder Hilfestofifen. 

23. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 21 zur Diagnose 
und/oder Prognose kardiovaskulSrer Erkrankungen und/oder zur tJberwachung von 
deren Therapie. 

24. Verwendung nach Anspruch 23, wobei die Therapie die Verabreichung von Lipidsen- 
kem, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Statinen, insbesondere Atorvastatin 
umj^t 
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Figur 1 
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Figur 2 
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Figur. 4 
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Nach der Intemattonalen PatentklassifBcation (IPK) Oder naeh der nattonalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Klasslfikatlonssyatem und KlassHikationssymbole ) 

IPK 7 GOIN C07K 



RecheicMeita aber nicht zum MindastpiOfstoH geMfande VeiOff eniachungen, «o«»alt dese unter die racherchiaiten Qebieta fallen 



wahrend der Intematlonalen Recheiche konsultlene eleMronlsche OatenbanK (Name der Oatenbank und evU. verwandaie Suchbegrlfle) 

BIOSIS, EPO-Internal , WPI Data, EMBASE 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorle* Bezeichnung der VerUfentlichung. sowelt erfoidariich unter Angaba der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Ansprueh Nr. 



ROESSIG L ET AL: "Evidence for Increased 
circulating apoptotic endothelial cells in 
patients with coronary artery disease." 
EUROPEAN HEART JOURNAL, 
Bd. 23, Nr. Abstract Supplement, Seite 
656 XP009028084 

Congress of the European Society of 

Cardiology;Berlin, Germany; August 

31-September 04, 2002 

ISSN: 0195-668X (ISSN print) 

Zusammenfassung 

-/- 



1-21 



22-24 



m 



Wettere VeiOffentlichungen sind der Foitsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamide 



* Besondere Kategorien von angeget>enen VerOffentlichungen 
•A' Ver6«entlichunQ, die den angenr\einen Stand derTechnJk definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E' atteres Ookument. das Jedoch erst am Oder nach dem Intemationalen 
Anmeldedatum verOffentlicht worden ist 

*L' Verfiffentlichung, die geeignet ist, einen PrioritStsanspmch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder dutch die das VerOffentGchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten VerOffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus etnem arvleren faesonderen Grund angeget>en ist (wie 
ausgefOhrt) 

*0" Ver&ffentlichung.dieeicheuf einemundliche Offenbanjng, 

eine Benutzung. eine AussteDung oder andere Ma5nahmen bezleht 

'P' Ver6«entlichung, die vor dom intemationalen Anmeldedatum, at>er nach 
dem beanspnichten Prtorttatsdatum verOffentllcht worden ist 



'T Spatere Verdffentlichung. die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Priorftfitsdatum verdlfentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert sondem nur zum Verstdndnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugmndeliegenden 
Theorie angegeben ist 

'X" VerOffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann ellein aufgrund dieser VerOffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tdtigkeit bemhend betrachtet werden 
VerOffentlichung von besorxlerer Bedeutung: die beanspruchte ErfirxJung 
kann nicht als auf eriinderischer T&tigken beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerOffentlichung rnh einer Oder mehreren anderen 
VerOffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fOr einen Faounann naheOegend ist 
VerOKentlichung, die l^itglied derselben Patentfemllle ist 



Datum des Abschlueses der intemationalen Recherche 
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Absendedatum des Intemationalen Recherchenberiehts 
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Name und Postanschrifl der Intemationafen RecherchenbehOide 
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&<Forlsetzung) ALS WESENTUCH ANGE8EHENE UNTERLAGEN 



Kategotfe* Bezeichnung der VerOHentlichung, soweit erf oideilieh unler Angabe der in Betracht kommenden Tsfle 



Batr. Anspnieh Nr. 



ROSSIG LOTHAR ET AL: "Levels of 
circulating apoptotic endothelial cells 
reflect disease activity In patients with 
coronary artery disease." 
CIRCULATION, 

Bd. 106, Nr. 19 Supplement, 

5. November 2002 (2002-11-05), Seiten 

II-U, XP009028097 

Abstracts from Scientific 

Sessions; Chicago, IL, USA; November 17-20, 

2002 

ISSN: 0009-7322 (ISSN print) 
Zusammenfassung 

GEORGE F ET AL: "Cytofluororaetric 
detection of human endothelial cells in 
whole blood using S-Endo 1 monoclonal 
antibody" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS 1991 
NETHERLANDS, 

Bd. 139, Nr. 1, 1991, Seiten 65-75, 

XP009027334 

ISSN: 0022-1759 

in der Anneldung erwShnt 

das ganze Dokument, insbesondere S. 65,67 

und 71-73 



MUTIN MURIELLE ET AL: "Direct evidence of 
endothelial Injury In acute myocardial 
infarction and unstable angina by 
demonstration of circulating endothelial 
cells" 
BLOOD, 

Bd. 93, Nr. 9, 1. Mai 1999 (1999-05-01), 

Seiten 2951-2958, XP001180171 

ISSN: 0006-4971 

in der Anmeldung erw&hnt 

das ganze Dokument, Insbesondere S. 

2952-2953 und 2957 



1-21 



22-24 

1,2.16, 
17,23 



22,23 



1-12, 

16-19, 

21,23 



22 



Formfabtt PCT/ISA/SIO (Fortsetxung von Blatt 2) (jAiiuar 2004) 
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C.(Fertsettung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorfa* Bezeldmung der VerOffenUichunB. soweii erfoidemeh untar Angabe det in Betiacht kommendan Telia 



Batr. Anspruch Nr. 



VASA MARIUCA ET AL: "Statin therapy 
Increases the number and stimulates 
migration of endothelial progenitor cells 
In patients with stable coronary artery 
disease and acute myocardial Infarction" 
CIRCULATION, 

Bd. 104, Nr. 17 Supplement, 

23. Oktober 2001 (2001-10-23), Selte 

11.725 XP009027333 

Scientific Sessions 2001 of the American 
Heart Assoc1at1on;Anahe1in, California, 
USA; November 11-14, 2001 
ISSN: 0009-7322 
Zusammenfassung 

MONESTIROLI SILVIA ET AL: "Kinetics and 
viability of circulating endothelial cells 
as surrogate angiogenesis marker in an 
animal model of human lymphoma" 
CANCER RESEARCH, 

Bd. 61, Nr. 11, 1. Ouni 2001 (2001-06-01), 

Seiten 4341-4344, XP002274899 

ISSN: 0008-5472 

In der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument, Insbesondere Seiten 

4341 und 4343 

MANCUSO PATRIZIA ET AL: "Resting and 
activated endothelial cells are Increased 
In the peripheral blood of cancer 
patients" 
BLOOD, 

Bd. 97, Nr. 11, 1. Juni 2001 (2001-06-01), 

Seiten 3658-3661, XP002274898 

ISSN: 0006-4971 

in der Anmeldung erwihnt 

das ganze Dokument, slehe Insbesondere S. 

3658 



DIGNAT-6E0RGE FRANCOISE ET AL: 
"Circulating endothelial cells in acute 
coronary syndromes" 
BLOOD, 

Bd. 95, Nr. 2, 

15. Januar 2000 (2000-01-15), Selte 728 

XP009028120 

ISSN: 0006-4971 

das ganze Dokument, Insbesondere S. 215 



1-5.14, 
21,23,24 
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Fonnbtan PCT/lSA/210 (RKtselzung von 8tatt 2) (Januar 2004) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 03/12859 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die sich als nicht recherchlerbar enviesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemdD Artlkel I7(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fOr bestlmmte An^rOche kein Recherchenbertcht erstellt: 
1. [2 AnsprOcheNr. 

well sie sich auf Gegenstdnde beziehen. zu deren Recherche die Behdrde nicht veipflichtet ist n&nnlich 

slehe Zusatzblatt UEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



I I AnsprOcheNr. 

well sie steh auf Teile der intemationalen Anmeldung iseziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvoDe Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann. ndmlich 



3. I I AnsprOcheNr. 

weil es sich dabei um abhSngige AnsprOche handelt, die nk:ht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefeiBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der EHindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internattonale RecherchenbehOrde hat festgestellt. daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthdlt 



1. I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusfltzlichen RecherchengebOhren rechtzeltig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
I — > Internationale Recherchenbericht auf aile recherchierbaren AnsprOche. 

2 I I Da fOr alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Art)eitsaufwancl durchgefOhrt werden konnte. der eine 
I — I zusauliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hdtte, hat die BehOrde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusauifchen RecherchengebOhren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
* — ' Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche. fur die GebOhren entrichtet worden sind. ndmlich auf die 
AnsprOche Nr. 



I I Der Anmekjer hat die erforderlichen zusdtzllchen RecherchengebOhren nicht rechtzeltig entrichtet Der Intemattonale Recher- 
chenbericht beschrankt sk:h daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwfihnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 
faBt 



Bemerkungen hinstohtlich eines Widerspruchs Die zusdtzlichen GebOhren wurden vom Anmekter unter Wklerspiuch gezahlt. 

I j Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



Internationales AktenzeichenPCT/ EP 03 A2859 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld I.l 

Obwohl die Anspruche 1-24 sich auf ein Diagnostlzlerverfahren, das am 
menschllchen/tierlschen Korper vorgenommen wird (Entnahme einer Probe}, 
bezlehen, wurde die Recherche durchgef uhrt . 



Fortsetzung von Feld I.l 



Regel 39.1(iv) PCT - Diagnostlzlerverfahren, die am menschlichen Oder 
tlerischen Korper vorgenommen werden 
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